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(57) L'invention a pour objet un polypeptide isole 
ayant un role dans la cohesion intercorneocytaire. L'in- 
vention a 6galement pour objet un m6lange de polypep- 



tides issus de la proteolyse du polypeptide isole, des 
compositions les contenant et un procede de traitement 
cosmetique destine a diminuer la cohesion intercorne- 
ocytaire, done a favoriser la desquamation. 
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Description 

[0001] (.'invention a pour objet un polypeptide isole, 
un melange de polypeptides issus de la proteolyse du 
polypeptide isole, des compositions les contenant et un s 
procede de traitement cosmetique destine a diminuer la 
cohesion intercomeocytaire, done a favoriser la des- 
quamation. 

[0002] La peau constitue une barriere physique entre 
I'organisme et son environnement. Elle est constitute io 
de deux tissus: I'tpiderme et le derme. 
Le derme fournit a I'tpiderme un support solide. C'est 
egalement son element nourricier. II est principalement 
constitue de fibroblastes et d'une matrice extracellulaire 
composee elle-m§me principalement de collagene, 'S 
d'elastine et d'une subslance dite substance fondamen- 
tale, ces composants etant synthetises par le fibroblas- 
te. On y trouve aussi des leucocytes, des mastocytes 
ou encore des macrophages tissulaires. II est egale- 
ment constitue de vaisseaux sanguins et de fibres ner- so 
veuses. 

[0003] L'epiderme est un epithelium pluristratifie des- 
quamant, de 100 u.m d'epaisseur en moyenne et est 
conventionnellement divise en une couche basale de 
ktratinocytes qui constitue la couche germinative de 25 
l'epiderme, une couche dite epineuse constitute de plu- 
sieurs couches de cellules polyedriques disposees sur 
les cellules germinatives, une couche dite granuleuse 
constitute de cellules aplaties contenant des inclusions 
cytoplasmiques distinctes, les grains de keratohyaline, 30 
et enfin une couche superieure appelte couche cornte 
(ou stratum corneum), constitute de ktratinocytes au 
stade terminal de leur difftrenciation appelts comeocy- 
tes. Ceux-ci sont des cellules momifites, anuclttes qui 
dtrivent des ktratinocytes. 35 
Les corntocytes sont principalement composts d'une 
matrice fibreuse contenant des cytoktratines, entourte 
d'une structure tres rtsistante de 1 5 nm d'tpaisseur, ap- 
pelte enveloppe cornee ou comifite. L'empilement de 
ces corneocytes constitue la couche cornte qu i est res- <o 
ponsable de la tonction de barriere de I'tpiderme. 
Le stratum corneum possede une permtabilitt stlective 
qui, en contr6lant la perte en eau, assure une hydrata- 
tion physiologique de la peau. II constitue de plus une 
barriere contre les agressions de I'environnement, <s 
qu'elles soient chimiques ou physiques. 
Le stratum corneum se compose de deux parties : 

le stratum corneum compactum dont I'organisation 
cellulaire correspond a un empilement en colonne so 
des corneocytes au-dessus des cellules granuleu- 
ses dont ils sont issus. Chaque corneocyte prtsen- 
te un recouvrement maximum avec les corntocytes 
sus et sous-jacents. 

le stratum disjunctum constitut des dernieres assi- ss 
ses de la couche cornte, moins cohtsives que les 
precedentes et lieu de la desquamation des cornt- 
ocytes. 
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[0004] Dans le stratum corneum I'espace intercornt- 
ocytaire est rempli par des f euillets lipidiques provenant 
des corps lamellaires. 

La difftrenciation tpidermique represente un processus 
de maturation continu et orientt qui, des ktratinocytes 
basaux aboutit a la formation de corntocytes, cellules 
mortes totalement ktratinistes. Cette difftrenciation est 
la rtsultante de phtnomtnes parfaitement coordonnts 
qui vont conduire au maintien d'une epaisseur constan- 
te et assurer ainsi I'homeostasie de I'tpiderme. Celle-ci 
passe par une rtgulation du nombre de cellules qui en- 
trant dans le processus de difftrenciation et du nombre 
de cellules qui desquament. 

Au cours du processus normal de desquamation, seuls 
les corntocytes les plus superficiels se detachent de la 
surface de I'tpiderme. 

De la couche basale a la couche granuleuse, la coht- 
sion est assurte par le rtseau transcellulaire formt par 
les desmosomes et les filaments intermediaires de cy- 
toktratines. Ce rtseau est ancrt sur la membrane ba- 
sale par les htmidesmosomes. 
Dans la couche cornte, la cohesion est assurte par des 
structures intercellulaires dtrivant des desmosomes, 
appeltescorntosomesou corntodesmosomes, qui so- 
lidarisent les enveloppes corntes des corntocytes. 
Dans I'tpiderme (non palmo-plantaire), les corntodes- 
mosomes sont prtsents sur toute la surface comtocy- 
taire dans la partie inferieure de la couche cornte, mais 
seuls les corntodesmosomes ptriphtriques persistent 
dans la partie superieure 

Des ttudes rtcentes ont montrt I'importance majeure 
des corntodesmosomes dans la cohtsion intercomeo- 
cytaire ainsi que dans le processus de desquamation. 
En particulier, une corrtlation ttroite existe entre la dis- 
sociation cellulaire et la proteolyse de certains compo- 
sants corntodesmosomaux comme la desmogleine I. 
L'ttude de la desquamation permet de mettre a jour 
I'existence d'une rtgulation biochimique fine jusque 
dans les couches dites «mortes» de I'tpiderme. Ce sont 
des enzymes produites dans les couches vivantes plus 
profondes qui vont agir de facon stquentielle et com- 
pltmentaire pour aboutir a la libtration finale des cor- 
ntocytes a la surface cutante. 

Les principales enzymes soupconntes de participer a 
la desquamation ont ttt decrites depuis peu. Elles ap- 
partiennent a deux families d'enzymes : les glycosida- 
ses et les prottases. Les prottases ne peuvent agir seu- 
les et une action prealable de glycosidases dtmasquant 
des sites de prottolyse semble ntcessaire. 
Les proteases constituent le type d'enzymes qui est pro- 
bablement le plus implique dans la desquamation. Elles 
se subdivisent en quatre familles: 

- prottases a acide aspartique posstdant un acide 
aspartique dans leur site actif , 

- prottases a strine avec une strine dans leur site 
actif, 

- prottases a cysttine comportant une cysttine dans 
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leur site actif, 

metalloproteases qui possedent le plus frequem- 
ment un alome de zinc dans leur site actif ou parfois 
un atome de calcium. 

[0005] Parmi ces proteases, les proteases a cysteine 
d'origine lysosomiale (cathepsines B, H et L) sont sans 
doute les proteases les plus actives du corps humain. 
Ce sont elles qui participeraient au renouvellement quo- 
tidien des proteines d'un individu (de 200 a 300 g pour 
un individu de 70 kg). 

A cet egard, le brevet n° WO 95/07686 decrit 2 protea- 
ses a cysteine de poids moleculaire apparent de 34 et 
35 kilodaltons. 

[0006] De nombreuses pathologies cutanees se ca- 
racterisent par la production d'une couche cornee 
epaissie et par une desquamation anormale, c'est-a-di- 
re par une hyperkeratose. Celle-ci peut survenir sur tout 
territoire anatomique cutane et dans des contextes cli- 
niques tres varies. Son substratum physiopathologique 
et sa cause sont varies. 
A litre d'exemples on peut citer : 

la xerose (ou secheresse cutanee), 
les ichthyoses, 
le psoriasis, 

certaines lesions tumorales benignes ou malignes, 
les hyperkeratoses reactionnelles. 

[0007] D'autres pathologies se caracterisent par une 
transdifferenciation ou metaplasie, au niveau de mu- 
queuses, malpighiennes ou non, mais normalement 
non cornifiees, qui deviennent cornifiees, c'est-a-dire se 
revet ent d'un epithelium anormal, producteur a sa sur- 
face d'une couche cornee. Bien que les muqueuses ge- 
nitales et celles des voies aerodigestives superieures 
soient le plus souvent concernees, ces metaplasies 
peuvent sieger dans divers territoires anatomiques. A 
titre d'exemples on peut citer : 

la leukokeratose du col uterin au cours du prolap- 
sus, 

les leukokeratoses buccales, 

les lesions tumorales benignes keratosiques des 

muqueuses malpighiennes. 

[0008] Sans vouloir se lier a une quelconque theorie 
de I'invention, il est possible de penser que ces patho- 
logies peuvent etre liees a un deficit, qualitatif ou quan- 
titatif, en enzymes soupoonnees de participer a la des- 
quamation dont en particulier des proteases. 
[0009] La purification et la connaissance de polypep- 
tides nouveaux impliques dans la cohesion intercorne- 
ocytaire, en particulier de proteases, est une des voies 
qui pourrait permettre ('elaboration de nouveaux pro- 
duits destines a lutter contre les effets d'un exces ou 
d'un defaut en polypeptides, en particulier en proteases, 
principalement a la surface de la peau ou des muqueu- 



ses. 

[001 0] Un des objets de I'invention est done de fournir 
sous forme isolee un polypeptide implique dans la co- 
hesion intercorneocytaire. 

5 [001 1] Apres de longs et laborieux travaux, la deman- 
deresse a mis en evidence, isole et purifie par des tech- 
niques biochimiques, a partir d'epiderme humain, un po- 
lypeptide implique dans la cohesion intercorneocytaire. 
[0012] L'invention a done pour objet un polypeptide 

10 isole, appartenant a la famille des proteases a cysteine 
de type cathepsines L, ayant un poids moleculaire ap- 
parent compris entre 15 et 32 kilodaltons et un point 
isoelectrique apparent compris entre 6 et 9. 
[0013] On entend par poids moleculaire apparent, le 

15 poids moleculaire obtenu pour le polypeptide par com- 
paraison de la mobilite electrophoretique de celui-ci 
avec celles de proteines standards de poids moleculai- 
res connus sur gel de polyacrylamide/sodium dodecyl 
sulfate, ou encore par comparaison du volume d'elution 

20 du polypeptide avec celui de proteines standard de 
poids moleculaires connus en chromatographic d'exclu- 
sion (selon les techniques decrites dans "Protein Puri- 
fication", J-C. Janson et L. Ryden, VCH Publisher Inc. 
NY, 1989). 

25 [0014] On entend par point isoelectrique apparent le 
point isoelectrique obtenu pour le polypeptide par com- 
paraison avec celui obtenu pour des proteines stan- 
dards de point isoelectrique connus dans des experien- 
ces de chromatofocalisalion (chromatofocusing) telles 
30 que decrites dans "Protein Purification", J-C. Janson et 
L. Ryden, VCH Publisher Inc. N.Y., 1989. 
[0015] Le polypeptide de I'invention peut etre d'origi- 
ne naturelle ou synthetique. Par synthetique, on entend 
ici tout polypeptide obtenu chimiquement ou par produc- 
es tion dans un organisme apres introduction dans cet or- 
ganisme des elements necessaires a cette production. 
[0016] Le polypeptide de I'invention peut etre issu de 
toute origine possible a savoir soit animate, en particu- 
lier de mammiferes et encore plus particulierement hu- 
40 maine, soit vegetale, soit de micro-organismes (virus, 
phages, bacteries entre autres) ou encore de champi- 
gnons, sans prejuger du fait qu'il soit present de maniere 
naturelle ou non dans ledit organisme d'origine. 
[0017] Preferentiellement, le polypeptide de I'inven- 
45 tion est d'origine naturelle, isole a partir de tissus de 
mammiferes, particulierement a partir de peau de mam- 
miferes. 

[0018] Preferentiellement, le polypeptide de I'inven- 
tion est isole a partir de peau humaine et encore plus 

so preferentiellement a partir d'epiderme humain. 

[0019] Comme indique precedemment, la cohesion 
intercorneocytaire est apparemment due entre autres a 
I'existence dans la couche cornee, de polypeptides spe- 
cifiques des structures impliquees dans la jonction in- 

55 tercorneocytaire. 

[0020] Ainsi, le polypeptide de I'invention est present 
dans la couche cornee et il intervient dans la diminution 
de la cohesion intercorneocytaire en degradant les 
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structures impliquees dans la jonction intercorneocytai- 
re, particulierement des comeodesmosomes. 
[0021] II est par ailleurs connu que les polypeptides 
et en particulier les enzymes, done les proteases, peu- 
vent se presenter sous une forme dite mature qui cor- 
respond a une sequence primaire en acides amines 
compatible avec leur activite. Mais, Ton sait que souvent 
ces polypeptides matures sont issus, par phenomene 
de maturation, de polypeptides de taille superieure, pre- 
curseurs, qui contiennent dans leur sequence primaire 
en acides amines la sequence primaire du polypeptide 
mature. II peut en etre de meme pour le polypeptide de 
I'invention. 

[0022] Ainsi, I'invention a egalement pour objet tout 
polypeptide constitue en partie par le polypeptide de I'in- 
vention. 

[0023] II est connu egalement que les polypeptides 
peuvent subir des modifications post-traductionnelles 
comme la formation de liaisons disulfure, les clivages 
proteolytiques specifiques, I'addition de glucides (glyco- 
sylation), la phosphorylation, en particulier au niveau 
des serines et/ou des threonines et/ou des tyrosines, et/ 
ou 1'association a des lipides. 

[0024] L'invention concerne done plus particuliere- 
ment le polypeptide de I'invention ayant subi ou non des 
modifications post-traductionnelles. 
[0025] Le polypeptide de I'invention peut avoir subi 
une ou plusieurs modifications post-traductionnelles. 
[0026] Preferentiellement, le polypeptide selon I'in- 
vention est glycosyle et/ou phosphoryle. 
[0027] Le polypeptide de I'invention a un poids mole- 
culaire apparent compris entre 15 et 32 kilodaltons et 
preferentiellement compris entre 25 et 30 kilodaltons. 
[0028] II est bien connu que les enzymes en general, 
les proteases en particulier, presentent une activite 
maximale dans des milieux a pH defini. 
[0029] Ainsi, le polypeptide de I'invention est characte- 
rise par le fait que son activite est maximale a un pH 
compris entre 2 et 9, preferentiellement entre 3,5 et 6 ,5. 
Par exemple I'activite maximale du polypeptide sur la 
caseine est a un pH compris entre 4,6 et 5,6. 
[0030] II est egalement connu que la sequence pri- 
maire en acides amines d'un polypeptide determine des 
sites specifiquement reconnus par des proteases qui 
une fois la reconnaissance de ces sites effective vont, 
avec ou sans fixation audit polypeptide, induire son cli- 
vage par proteolyse. 

[0031] Ainsi, I'invention concerne egalement au 
moins un fragment de proteolyse du polypeptide de ['in- 
vention. 

[0032] II s'ensuit que par la suite dans le texte et sans 
indication contraire par polypeptide il faut entendre le 
polypeptide naturel ou synthetique de I'invention ou au 
moins I'un de ses fragments, qu'il soit obtenu par pro- 
teolyse ou de maniere synthetique. 
[0033] La cohesion intercorneocytaire est apparem- 
ment due a I'existence, dans la couche cornee, de po- 
lypeptides specifiques des structures impliquees dans 



la jonction intercorneocytaire. On a vu que certaines pa- 
thologies hyperkeratosiques pourraient etre liees a un 
exces de cohesion intercorneocytaire. 
[0034] La demanderesse a pu montrer que le poly- 

5 peptide de I'invention intervient dans les phenomenes 
de destruction des structures impliquees dans la jonc- 
tion intercorneocytaire done dans la cohesion intercor- 
neocytaire. Le polypeptide de I'invention peut done etre 
utilise dans des compositions cosmetiques ou pharma- 

10 ceutiques destinees a diminuer la cohesion intercorne- 
ocytaire et done a favoriser la desquamation. 
[0035] Un autre objet de I'invention est done de fournir 
des compositions cosmetiques ou pharmaceutiques 
comprenant, dans un milieu physiologiquement accep- 

15 table, au moins un polypeptide tel que decrit precedem- 
ment. 

[0036] De preference, les compositions de I'invention 
sont appliquees sur la peau ou les muqueuses. 
[0037] L'invention concerns egalement une composi- 
te tion pharmaceutique comprenant au moins un polypep- 
tide de I'invention, destinee a traiter les troubles de la 
desquamation, comme les hyperkeratoses, par exem- 
ple la xerose (ou secheresse cutanea), les ichthyoses, 
le psoriasis, I'hyperkeratose de certaines lesions tumo- 
rs rales benignes ou malignes, les keratoses reactionnel- 
les. 

[0038] L'invention concerne egalement une composi- 
tion pharmaceutique comprenant au moins un polypep- 
tide de l'invention, destinee a traiter les pathologies se 

30 caracterisant par une transdifferenciation ou metapla- 
sie, au niveau de muqueuses, malpighiennes ou non, 
mais normalement non cornifiees, qui deviennent cor- 
nifiees comme par exemple la leukokeratose du col ute- 
rin au cours du prolapsus, les leukokeratoses buccales, 

35 ou encore les lesions tumorales hyperkeratosiques be- 
nignes ou malignes des muqueuses malpighiennes. 
[0039] La quantite de polypeptide contenue dans la 
composition de l'invention est bien entendu fonction de 
I'effet recherche et peut done varier dans une large me- 

40 sure. 

[0040] Pour donner un ordre de grandeur la compo- 
sition peut contenir le polypeptide de I'invention en une 
quantite representant de 0,00001 % a 50% du poids total 
de la composition et preferentiellement en une quantite 
45 representant de 0,001 % a 1 0% du poids total de la com- 
position et encore plus preferentiellement en une quan- 
tite representant de 0, 1 % a 1 % du poids total de la com- 
position. 

[0041] Dans I'art anterieur, certains composes sont 
so decrits comme des activateurs de protease. 

On connaTt par exemple I'effet benefique du glycerol sur 
les xeroses, effet qui est explique par un effet activateur 
des systemes enzymatiques, du a son action hydratante 
par laquelle il favoriserait Taction des proteases qui de- 
55 gradent les comeodesmosomes et par la meme la des- 
quamation (brevet N° WO 95/07687). 
[0042] L'uree, et ses derives, est aussi connue depuis 
longtemps pour ameliorer I'etat de surface des peaux 
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tres seches et mSme ichtyosiques (Swanbeck, Acta 
Dermatologica and Venereologies, 1968, 48, 123-127). 
Wiederanders et col. (Biomedical Biochemistry Acta, 
19S6, 45, (11-12), 1477-1483), ont montre qu'une ca- 
thepsine extraite de poisson est plus active en presence 
d'uree. Ces auteurs parviennent ainsi a doser specifi- 
quement les cathepsines L et D dont I'activite est res- 
pectivement multipliee par un facteur 2,5 et 6 en pre- 
sence d'uree. 

[0043] Des agents reducteurs sont egalement decrits 
comme activateurs des proteases. On citera par exem- 
ple les sulfures, les thiols comme le dithiothreitol ou le 
trithiohexitoi, la cysteine, la N -acetylcysteine, les protei- 
nes ou les hydrolysats de proteines riches en cysteine, 
le mercaptoethahol, le thioglycerol, les acides thioalca- 
noiques et les acides mercaptocarboxyliques et leurs 
analogues comme par exemple I'acide mercaptosucci- 
nique, I'acide thiolactique, I'acide thioglycolique et leurs 
sels, le coenzyme A ou encore le glutathion reduit 
(GSH). 

Ces agents reducteurs peuvent se trouver dans la com- 
position sous leur torme active ou sous la forme de leur 
precurseur comme par exemple I'oxothiazolidine car- 
boxylate qui est un precurseur des cysteines. 
[0044] Methylene diamine tetraacetate (EDTA) est 
connu pourprevenir I'inactivation par les metaux lourds 
des proteases, particulierement de type cathepsine. A 
ce titre I'EDTA est considere comme un activateur de 
protease. 

[0045] On peut egalement assimiler les transglutami- 
nases a un activateur de protease. Ces enzymes appar- 
tiennent a la famille des transpeptidases. Elles sont cal- 
cium-dependantes et catalysent la formation des ponts 
isopeptidiques e(Y-glutamyl) Lysine : reaction du groupe 
carboxyle (sur le carbone y) du residu glutamine et du 
groupe amine d'un residu Lysine ou d'une polyamine. 
Les transglutaminases existent sous 2 formes principa- 
les dans I'epiderme : la transglutaminase E (ou epider- 
mique), cytosolique, de PM 50-56 kD ayant un precur- 
seur de 70 kD, et fa transglutaminase K ou type I, mem- 
branaire, de PM 92 kD. 

Les transglutaminases E et K sont toutes deux impli- 
qu§es dans la formation de I'enveloppe cornee par pon- 
tage enlre elles de nombreuses proteines, dont les prin- 
cipals sont I'involucrine, la loricrine, I'elafine, les cys- 
tatines, les pancornulines (ou SPR : Small Proline 
Rich ), des cytokeratines, les desmoplakines I et II, des 
desmogleines et la corneodesmosine. 
Les cystatines sont des proteines possedant une acti- 
vity inhibitrice des proteases a cysteine (Takahashi et 
col. FEBS letters, 1990, 2, 261-264). 
Ainsi, si Ton augmente I'activite des transglutaminases, 
soit par la fourniture d'activateur de transglutaminase, 
soit par la fourniture directe de transglutaminase, on 
augmente alors la quantite de proteines constitutives de 
I'enveloppe cornee qui sont piegees dans la formation 
de cette derniere sous I'influence de la transglutamina- 
se. On prive alors le stratum corneum de ses proteines 



endogenes, dont en particulier les cystatines. Ladispa- 
rition des cystatines dans I'epiderme et particulierement 
dans le stratum cornSum, a alors pour effet de liberer 
les proteases a cysteine dont I'activite est alors aug- 
5 mentee ce qui a pour consequence de diminuer la co- 
hesion intercorneocytair et done de favoriser la des- 
quamation. 

Ainsi, I'invention a egalement pour objet une composi- 
tion cosmetique ou pharmaceutique comprenant au 

10 moins un polypeptide selon I'invention et en outre au 
moins un activateur de protease. 
[0046] Parmi les activateurs de protease on peut citer 
le glycerol, I'uree, I'EDTA, la transglutaminase, les 
agents reducteurs. 

»s [0047] La quantite d'activateur de protease contenue 
dans la composition de I'invention est bien entendu 
fonction de I'effet recherche et peut done varier dans 
une large mesure. 

[0048] Pour donner un ordre de grandeur la compo- 
se sition peut contenir ("activateur de protease en une 
quantite representant de 0,00001 % a 1 5% du poids total 
de la composition et preferentiellement en une quantite 
representant de 0,001% a 10% du poids total de la com- 
position. 

25 [0049] Dans la composition les activateurs de protea- 
se peuvent etre seuls ou en melange. 
[0050] Quelle que soit leur nature, les compositions 
de I'invention peuvent etre ingerees, injectees ou appli- 
quees sur la peau (sur toute zone cutanee du corps) ou 

30 les muqueuses (buccale, jugale, gingivale, genitale, 
conjonctivale, ...). 

[0051] Selon le mode d'administration, les composi- 
tions selon I'invention peuvent se presenter sous toutes 
les formes galeniques normalement utilisees. 

35 [0052] Pour une application topique sur la peau, la 
composition peut avoir la forme notamment de solution 
aqueuse ou huileuse ou de dispersion du type lotion ou 
serum, d'emulsions de consistance liquide ou semi-li- 
quide du type lait, obtenues par dispersion d'une phase 

40 grasse dans une phase aqueuse (H/E) ou inversement 
(E/H), ou de suspensions ou emulsions de consistance 
molle du type creme ou gel aqueux ou anhydres, ou en- 
core de microcapsules ou microparticules, ou de disper- 
sions vesiculates de type ionique et/ou non ionique ou 

4S de mousses ou encore sous forme de compositions 
pour aerosol comprenant egalement un agent propul- 
seur sous pression. Ces compositions sont preparees 
selon les methodes usuelles. 

[0053] Pour I'injection, la composition peut se presen- 
50 ter sous forme de lotion aqueuse, huileuse ou sous for- 
me de serum. Pour les yeux, elle peut se presenter sous 
forme de gouttes et pour I'ingestion, elle peut se presen- 
ter sous torme de capsules, de granules, de sirops ou 
de comprimes. 

5s [0054] Les quantites des differents constituants des 
compositions selon I'invention sont celles classique- 
ment utilisees dans les domaines consideres. 
[0055] Ces compositions constituent notamment des 
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cremes de nettoyage, de protection, de trajtement ou 
de soin pour le visage, pour les mains, pour les pieds, 
pour les grands plis anatomiques ou pour le corps (par 
exemple cremes de jour, cremes de nuit, cremes dema- 
quillantes, cremes de fond de teint, cremes anti-solai- 
res), des tonds de teint fluides, des laits de demaquilla- 
ge, des laits corporels de protection ou de soin, des laits 
anti-solaires, des laits apres-soleil, des lotions, gels ou 
mousses pour le soin de la peau, commo des lotions de 
nettoyage, des lotions anti-solaires, des lotions apres- 
soleil, des lotions de bronzage artificiel, des composi- 
tions pour le bain, des compositions desodorisantes 
comprenant un agent bactericide, des gels ou lotions 
apres-rasage, des cremes epilatoires, des composi- 
tions contre les piqures d'insectes, des compositions 
anti-douleur, des compositions pour traitor certaines 
maladies de la peau comme I'eczema, la rosasee, le 
psoriasis, les lichens, les prurits severes, I'ichthyose. 
[0056] Les compositions selon I'invention peuvent 
egalement consister en des preparations solides cons- 
tituent des savons ou des pains de nettoyage. 
[0057] Les compositions peuvent aussi etre condi- 
tionnees sous forme de composition pour aerosol com- 
prenant Egalement un agent propulseursous pression. 
[0058] La composition selon I'invention peut aussi 
etre une composition pour les soins du cuir chevelu, at 
notamment un shampooing, une lotion de mise en plis, 
une lotion traitante, une creme ou un gel coiffant, une 
composition de teintures (notamment teintures d'oxyda- 
tion) eventuellement sous forme de shampooings colo- 
rants, des lotions restructurantes pour les cheveux, une 
composition de permanente (notamment une composi- 
tion pour le premier temps d'une permanente), une lo- 
tion ou un gel antichute, un shampooing antiparasitaire, 
les compositions antipelliculaires, etc. 
[0059] La composition peut aussi etre a usage bucco- 
dentaire, par exemple une pate dentifrice. Dans ce cas, 
la composition peut contenir des adjuvants et additifs 
usuels pour les compositions a usage buccal et notam- 
ment des agents tensioactifs, des agents epaississants, 
des agents humectants, des agents de polissage tels 
que la silice, divers ingredients actifs comme les fluoru- 
res, en particulier le fluorure de sodium, et eventuelle- 
ment des agents edulcorants comme le saccharinate de 
sodium. 

[0060] Lorsque la composition est une emulsion, la 
proportion de la phase grasse peut aller de 5 % a 80 % 
en poids, et de preference de 5 % a 50 % en poids par 
rapport au poids total de la composition. Les huiles, les 
cires, les emulsionnants et les coemulsionnants utilises 
dans la composition sous forme d'emulsion sont choisis 
parmi ceux classiquement utilises dans le domaine cos- 
metique. L'emulsionnant et le coemulsionnant sont pre- 
sents, dans la composition, en une proportion allant de 
0,3 % a 30 % en poids, et de preference de 0,5 a 20 % 
en poids par rapport au poids total de la composition. 
L'emulsion peut, en outre, contenir des vesicules lipidi- 
ques. 



[0061] Lorsque la composition est une solution ou un 
gel huileux, la phase grasse peut representor plus de 
90 % du poids total de la composition. 
[0062] De facon connue, la composition cosmetique 

5 peut contenir egalement des adjuvants habituels dans 
le domaine cosmetique, tels que les gelifiants hydrophi- 
les ou lipophiies, las additifs hydrophiles ou lipophiles, 
les conservateurs, les antioxydants, les solvants, les 
parfums, les charges, les filtres, les absorbeurs d'odeur 

'0 et les matieres colorantes. Les quantites de ces diffe- 
rents adjuvants sont celles classiquement utilises dans 
le domaine cosmetique, et par exemple de 0,01 % a 10 
% du poids total de la composition. Ces adjuvants, selon 
leur nature, peuvent etre introduits dans la phase gras- 

'5 se, dans la phase aqueuse et/ou dans les spherules li- 
pidiques. 

Comme huiles ou cires utilisables dans I'invention, on 
peut citer les huiles minerales (huile de vaseline), les 
huiles vegetales (fraction liquide du beurre de karite, 

20 huile de tournesol), (es huiles animates (perhydrosqua- 
iene), les huiles de synthese (huile de Purcellin), les hui- 
les ou cires siliconees (cyclomethicone) et les huiles 
fluorees (perfluoropolyethers), les cires d'abeille, de 
carnauba ou paraffine. On peut ajouter a ces huiles des 

25 alcools gras et des acides gras (acide stearique). Com- 
me emulsionnants utilisables dans I'invention, on peut 
citer par exemple le stearate de glycerol, le polysorbate 
60 et le melange de PEG-6/PEG-32/Glycol Stearate 
vendu sous la denomination de Tefose R 63 par la socie- 

30 te Gattefosse. 

[0063] Comme solvants utilisables dans I'invention, 
on peut citer les alcools inferieurs, notamment I'ethanol 
et I'isopropanol, le propylene glycol. 
Comme gelifiants hydrophiles utilisables dans I'inven- 

35 tion, on peut citer les polymeres carboxyvinyliques (car- 
bomer), les copolymeres acryliques tels que les copo- 
lymers d'acrylates/alkylacrylates, les polyacrylamides, 
les polysaccharides tels que I'hydroxypropylcellulose, 
les gommes naturelles et les argiles, et, comme geli- 

40 fiants lipophiles, on peut citer les argiles modifiees com- 
me les bentones, les sels metalliques d'acides gras 
comme les stearates d'aluminium et la silice hydropho- 
be, ethylcellulose, polyethylene. 
[0064] La composition peut contenir d'autres actifs 

45 hydrophiles comme les proteines ou les hydrolysats de 
proteines, les acides amines, les polyols, Puree, I'allan- 
toine, les sucres et les derives de sucre, les vitamines 
hydrosolubles, les extraits vegetaux et les hydroxyaci- 
des. 

50 [0065] Comme actifs lipophiles, on peut utiliser le re- 
tinol (vitamine A) et ses derives, le tocopherol (vitamine 
E) et ses derives, les acides gras essentials, les cera- 
mides, les huiles essentielles, I'acide salicylique et ses 
derives. 

5s [0066] Selon I'invention la composition peut associer 
au mobs un extrait d'au moins une Iridacee a d'autres 
agents actils destines notamment a la prevention et/ou 
au traitement des affections cutanees. Parmi ces agents 
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actifs, on peut citer a titre d'exemple : 

les agents diminuant la differenciation et/ou la pro- 
liferation et/ou la pigmentation cutanee tels que 
I'acide retinoi'que et ses isomeres, le retinol et ses 
esters, la vitamins D et ses derives, les oestrogenes 
tels que I'oestradiol, I'acide kojique ou 
I'hydroquinone ; 

les antibacteriens tels que le phosphate de clinda- 
mycine, I'erythromycine ou les antibiotiques de la 
classe des tetracyclines ; 

les antiparasitaires, en particulier le metronidazole, 
le crotamiton ou les pyrethrinoi'des ; 
les antifongiques, en particulier les composes ap- 
partenant a la classe des imidazoles tels que I'eco- 
nazole, le ketoconazole ou le miconazole ou leurs 
sels, les composes polyenes, tels que I'amphoteri- 
cine B, les composes de la famille des allylamines, 
tels que la terbinafine, ou encore I'octopirox ; 
les agents antiviraux tets que I'acyclovir ; 
les agents anti-inf lammatoires steroidiens, tels que 
('hydrocortisone, le valerate de betamethasone ou 
le propionate de clobetasol, ou les agents anti-in- 
flammatoires non-steroidiens comme par exemple 
I'ibuprofene et ses seis, le diclofenac et ses sels, 
I'acide acetylsalicylique, I'acetaminophene ou I'aci- 
de glycyrrhizique ; 

les agents anesthesiques tels que le chlorhydrate 

de lidocaine et ses derives ; 

les agents antiprurigineux comme la thenaldine, la 

trimeprazine ou la cyproheptadine ; 

les agents keratolytiques tels que les acides a- et 

P-hydroxycarboxyliques ou p-cetocarboxyliques, 

leurs sels, amides ou esters et plus particulierement 

les hydroxyacides tels que I'acide glycolique, I'acide 

lactique, I'acide salicylique, I'acide citrique et de 

maniere generate les acides de fruits, et I'acide n- 

octanoyl-5-salicylique ; 

les agents hydratants comme le glycerol et ses 
derives ; 

les agents anti-radicaux libres, tels que I'a-tocophe- 
rol ou ses esters, les superoxyde dismutases, cer- 
tains chelatants de metaux ou I'acide ascorbique et 
ses esters ; 

les antiseborrheiques tels que la progesterone ; 
les antipelliculaires comme I'octopirox ou la pyri- 
thione de zinc ; 

les antiacneiques comme I'acide retinoi'que ou le 

peroxyde de benzoyle ; 

les extraits d'origine vegetale ou bacterienne. 

[0067] Ainsi, selon un mode particulier, la composition 
selon I'invention comprend egalement au moins un 
agent choisi parmi les agents antibacteriens, antipara- 
sitaires, antifongiques, antiviraux, anti-inflammatoires, 
antiprurigineux, anesthesiques, keratolytiques, anti-ra- 
dicaux libres, anti-seborrheiques, antipelliculaires, anti- 
acneiques et/ou les agents diminuant la differenciation 



eVou la proliferation et/ou la pigmentation cutanee. 
[0068] Un autre objet de I'invention est de proposer 
un precede de traitement cosmetique pour lutter contre 
les exces de cohesion intercorneocytaire et done pour 

s augmenter la desquamation, procede qui consiste a ap- 
pliquer sur la peau une composition cosmetique com- 
prenant au moins un polypeptide de I'invention. 
[0069] L'invention a egalement pour objet ('utilisation 
du polypeptide de I'invention pour preparer ou purifier, 

io eventuellement a partir d'epiderme, toute molecule, 
structurale ou fonctionnells, susceptible de se lier spe- 
cifiquement audit polypeptide isole ou auxdits frag- 
ments de proteolyse isoles ou audit peptide synthetique. 
Cette molecule peut notamment correspondre a 

'5 d'autres proteines structurales specifiques des comeo- 
desmosomes et diverses enzymes de la couche cornee, 
detype "proteases", "glycosidases" ou "phosphatases". 
[0070] L'invention a egalement pour objet I'utilisation 
du polypeptide de l'invention pour preparer des antise- 

20 rums et anticorps monoclonaux specifiques, visant no- 
tamment a purifier cette proteine et ses fragments. Par 
extension, l'invention a egalement pour objet toute uti- 
lisation dudit polypeptide pour produire des anticorps ou 
fragments d'anticorps recombinants, quel que soit le 

25 systeme biologique utilise pour produire ces derniers. 
[0071] La figure 1 represents les profils d'activite des 
proteases contenues dans les echantillons de proteines 
du stratum corneum en presence ou en absence de cys- 
teine. 

30 La figure 2 represents les profils d'activits dss proteases 
du pic G4 en fonction du pH. 

La figure 3 represente les profils d'activite des proteases 

du pic G4 en presence de I'inhibiteur E 64 (Proteolytic 

enzymes : a practical approach, R.J. Beyton et J.S. 
35 Bond, IRL press, Oxford, 1989). 

La figure 4 represente les profils d'activits des proteases 

du pic G4 en presence de leupeptine. 

La figure 5 represente les profils d'activite des proteases 

du pic G4 en presence de chymostatine. 
-to La figure 6 represente les profils d'activite des proteases 

du pic G4 en presence de I'inhibiteur CA 074 (Inubushi 

et col., J. of Biochemistry, 116, 282-284, 1994). 

La figure 7 represente les profils d'activite des proteases 

du pic G4 en presence ds pspstatins. 
*s La figure 8 represente les profils d'activite des proteases 

du pic G4 en presence d'un substrat peptidique prefe- 

rentiel des cathepsines L. 

La figure 9 represente les profils obtenus lors des expe- 
riences chromatofocalisation pour la determination du 
so point isoelectrique apparent. 

EXEMPLE: 

Isolement et caracterisatlon du polypeptide : 

55 

[0072] Les proteines du stratum corneum sont prele- 
vees par le procede dit de «grattage». Cette technique 
ne necessite pas de phase d'extraction par solvant or- 
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ganique et done est susceptible de moins detruire les 
activites enzymatiqu s. Elle permet en outre d'obtenir 
de bonne quantite de materiel. 
Le grattage est effectue sur la face anterieure de la jam- 
be. La zone de prelevement est lavee avec 200 ml d'un 
tampon constitue de 50 mM de tampon phosphate de 
sodium, pH 7, 5 mM d'EDTA, 150 mM de NaCI et 0.1 % 
de triton X100, distribue au moyen d'une pompe a debit 
constant de 100 ml/min. 

La zone est alors grattee superficiellement avec le bord 
d'une lame de microscope. 

Le liquide contenant les cellules est recueilli dans un 
recipient situe sous la jambe. Le tampon ainsi recolte 
est recycle pour de nombreux passages (15). Les 
echantillons sont ensuite regroupes ou non selon le type 
d'experimentation. 

La solution ainsi obtenue est d'abord filtree sur papier 
Whatman n°4, puis sur filtre Millipore 0.45 um et enfin 
sur filtre Millipore 0.22 um. Cette solution clarifiee est 
concentree jusqu'a 12 ml par ultrafiltration tangentielle 
avec un seuil de coupure de 10 kD a 4°C avec une con- 
tre-pression de 1 bar et un debit de sortie de filtrat de 2 
ml/min. au moyen de I'appareil K.BL™ et des membra- 
nes Sartocon™ (SARTORIUS). 

Pour un individu peau saine, la concentration des pro- 
teines extraites par cette methode est de I'ordre de 0. 1 5 
mg/ml pour 12 ml final avec 15 passages pour la tech- 
nique. 

Separation des proteines : 

[0073] Une colonne Superdex G200 HR10/30™ 
(Pharmacia Biotech) est utilisee pour la separation des 
proteines avec un domaine de resolution allant de 600 
kD a 10 kD. Cette technique basee sur la separation en 
fonction du poids moleculaire permet d'avoir une pre- 
miere estimation des poids moleculaires des proteines. 
Le profil de chromatographic obtenu montre que les pics 
proteiques se situent majoritairement vers les bas poids 
moleculaires (20 a 40 kD). 

Une colonne plus resolutive est alors utilisee. L'echan- 
tillon (250 uJ) est injecte sur une colonne d'exclusion Su- 
perdex G75 HR10/30™ (Pharmacia Biotech) pour la- 
quelle la separation optimale se situe pour des poids 
moleculaires allant de 70 kD a 3 kD. 
La sortie de colonne est collectee sur plaque 96 puits, 
a 4°C, a raison de 150 ul / puits, apres un temps d'at- 
tente de 15 minutes apres injection (Ce dernier corres- 
pond a un peu moins que le volume mort de la colonne 
et laisse une marge de securite pour le cas ou un com- 
pose ne serait absolument pas retenu) et un volume de 
mort de 0,24 ml. Le debit de la pompe est de 0.5 ml/mn, 
la longueur d'onde de detection de 280 nm (Pompe serie 
10 : Perkin Elmer, Detecteur SP8450 : Spectra Physics, 
Integrateur LCI-100 : Perkin Elmer, Collecteur de frac- 
tion modele 201 : Gilson). 

Les profils chromatographiques obtenus sur differentes 
injections etant reproductibles, les fractions obtenues 



sont melangees «puits a puits» afin d'avoir un volume 
de travail d'environ 800ul par fraction. 
Les differentes fractions sont maintenues au froid, refri- 
gerateur ou glace pilee, afin de conserver les activites 

s enzymatiques. 

Les poids moleculaires correspondants au differentes 
fractions sont determines par une electrophorese sur 
gel de polyacrylamide avec un gradient d'acrylamide 
8-18 %. Les echantillons sont dilues au % dans un tam- 

io pon Laemmli modifie (0.0625 M Tris, pH 6.8, 2% SDS 
et sans DTT) et les depots sont de 20 uJ. Les bandes 
proteiques sont revelees par une coloration au nitrate 
d'argent selon le protocole Pharmacia Biotech. (Kit: Sil- 
ver staining plusone™). 

is 

Dosage des activites proteasiques : 

[0074] Un dosage des activites proteasiques conte- 
nues dans les fractions obtenues par passage sur la co- 
zo lonne d'exclusion Superdex G75 HR10/30™ est effec- 
tue par fluorimetrie a I'aide du kit Enzcheck™ (Molecular 
Probes). 

Ce kit est un procede rapide et simple de mesure des 
activites proteasiques, sans phase de precipitation ni de 

25 separation et est done adapte pour un criblage rapide 
des activites proteasiques des differentes fractions. Ce 
protocole utilise comme substrat le BODIPYfl-casei- 
ne™ qui devient fluorescent apres digestion enzymati- 
que. La fluorescence ainsi liberee est directement pro- 

30 portionnelle a I'activite proteasique contenue dans 
I'echantillon. La fluorescence est mesuree sur le spec- 
trofluorimetre LS50B, Perkin Elmer, avec une longueur 
d'onde d'excitation de 485 nm (fente de 2.5 nm), une 
longueur d'onde d'emission de 535 nm (fente de 8 nm ) 

35 et un temps d'integration de 1 seconde par puits. 

Les dosages sont effectues en presence ou en absence 
de cysteine a 5 mM en concentration finale afin de met- 
tre en evidence d'eventuelles activites de proteases a 
cysteine. 

40 Les resultats sont montres dans la figure 1 . 

[0075] Le profil proteasique revele ('existence d'un pic 
(G4) present lorsque le tampon contient de la cysteine 
et absent lorsque le tampon ne contient pas de cysteine. 
Ce pic revele done dans les fractions 34 a 47 1'existence 

*s d'une protease cysteine dependante. Cette protease a 
un poids moleculaire de I'ordre de 28 kD. 

pH optimal d'activite des proteases : 

50 [0076] Pour caracteriser le pH optimal d'activite des 
proteases du pic G4, deux tampons, tels que decrits 
dans "Data for Biochemical Research", (Dawson etcol., 
3&me edition, Oxford science publications, 1990), ont 
ete prepares pour couvrir une gamme de pH allant de 

55 4,0 a 8.25: 

tampon acetate 0,1M. pH 4,0 a 5,75 ; 
tampon phosphate 0.1 M, pH 5,75 a 8,25. 
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Tons les tampons contiennent 5 mM d'EDTA et 0,1 % 
de trilon X100. Les activity sont mesurees toutes les 
0.25 unites d pH. 

La technique precedente de mesure de I'activite protea- 
sique est utilise avec chacun des 2 tampons, sur chaque 
fraction. 

Les r§sultats sont montres dans la figure 2. 

Le pH optimal des proteases extraites du stratum cor- 

neum, agissant sur le substrat BODIPYfl-caseine™ se 

situe dans les pH acides, de 4,0 a 6,25. 

[0077] La plus forte activite a ete obtenue pour entre 

les pH 5,0 et 5,5 avec le tampon acetate. Le tampon 

acetate a pH 5,0 est done le tampon utilise pour la suite 

des experimentations. 

Caracterisation des pics de proteases par I'utilisation 
d'inhibiteurs : 



Le test est realise a une concentration de 2,5 pM en chy- 
mostatine. Les resultats sont montres dans la figure 5. 
Utilises a 2.5 uM, la chymostatine inhibe a plus de 50 
% la protease cysteine dependant e de pic G4. 
5 G4 est une protease du type cathepsine L. 

Inhibiteur CA 074 : 

[0083] L'inhibiteur CA 074 inhibe specifiquement les 
10 cathepsines B et est sans action sur les cathepsines L 
(Inubushietcol. 1994). 

Le test est realise a une concentration de 1 pM en chy- 
mostatine. 

Les resultats sont montres dans la figure 6. 
is L'inhibiteur CA 074 n'affecte pratiquement pas le profit 
d'activite de la protease cysteine dependante de pic G4. 
G4 n'est pas une protease du type cathepsine B. 



[0078] Afin de mieux caracteriser la protease cysteine 
dependante isolee precedemment, des tests d'inhibition 
par des inhibiteurs connus des proteases sont realises. 
Les mesures sont eflectuees de maniere identique aux 
mesures precedentes en presence de cysteine a 5 mM 
en concentration finale et en presence ou en absence 
(temoin) de l'inhibiteur considers. 

Inhibiteur E 64 : 

[0079] E 64 est un inhibiteur des proteases a cysteine 
et en particulier des cathepsines B, H, L (Proteolitic 
enzymes: a practical approach, R.J. Beyton et J.S. 
Bond, IRL press, Oxford, 1989). 
[0080] Le test est realise a une concentration de 1 ,4 
pM en inhibiteur E64. Les resultats sont montres dans 
la figure 3. 

L'E64 a 1 ,4 pM inhibe a environ 71 % I'activite de la pro- 
tease cysteine dependante du pic G4. 
Au regard de la specificite de cet inhibiteur, G4 est une 
cathepsine B, H ou L. 

Leupeptine : 

[0081] La leupeptine, a la dose utilisee, est specifique 
des cathepsines B ou L et sans effet sur les cathepsines 
H (Schwartz et col. 1980). 

Le test est realise a une concentration de 1 pM en leu- 
peptine. 

Les resultats sont montres dans la figure 4. 

La Leupeptine a 1 pM, en presence de cysteine reduit 

d'environ 41% I'activite proteasique de G4. 

G4 n'est pas une cathepsine H. 

Chymostatine : 

[0082] La chymostatine est specifique des cathepsi- 
nes L et inactive a la concentration utilisee sur les ca- 
thepsines B (Inubushi et col., J. of Biochemistry, 116, 
282-284, 1994). 



Pepstaline : 

20 

[0084] La pepstatine est un inhibiteur specifique des 
proteases a acide aspartique (Proteolytic enzymes : a 
practical approach, R.J. Beyton et J.S. Bond, IRL press, 
Oxford, 1989). 

25 [0085] Le test est realise a une concentration de 1 pM 
en pepstatine. 

Les resultats sont montres dans la figure 7. 

La pepstatine est sans action sur G4. 

G4 n'est pas une protease a acide aspartique. 

30 

Utilisation d'un substrat specifique des cathepsines L fZ 
(phe-arq 2R110) (AssfalgMachleidt et col. 1992)1 pour 
confirmer la caracterisation de G4 : 

35 [0086] Les resultats d'identification de G4, obtenus 
par les differents tests inhibiteurs, ont ete verifies par 
I'utilisation d'un substrat peptidique preferentiel des ca- 
thepsines L marque a la rhodamine 110. Ce substrat est 
850 fois plus sensible a Taction des cathepsines L que 

40 des cathepsines B. 

Les resultats du bilan d'activite proteases en presence 
de cysteine, temoin sans cysteine soustrait, sont pre- 
sents dans la figure 8. 

Les resultats montrent que I'hydrolyse intense du subs- 
45 trat peptidique specifique se superpose parfattement a 
cede de la caseine, confirmant la nature cathepsine L 
de G4. 

Evaluation du point isoelectrique apparent de G4 : 

so 

[0087] Cette evaluation est realisee par la technique 
de chromatofocatisation (chromatofocusing) telles que 
decrites dans "Protein Purification", J-C. Janson et L. 
Ryden, VCH Publisher Inc. N.Y., 1989, dans les condi- 
55 tions suivantes : 

Colonne : Mono PTM HR 5/20 Pharmacia. 
Echantillon : extrait de SC humain equilibre dans un 
tampon 0.075M tris/acetate, pH 9.3). 
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Tampon dilution : 10 ml polybufler 96/ac6tate, pH 6.0, 
("Protein Purification", J-C. Janson et L. Ryden, VCH 
Publisher Inc. N.Y., 1989). 
D6bit : 1ml/min. 

Fractions : 0,5 ml a partir de I'injection sur 48 ml totaux. 
Detection : Activit6s cathepsine L sur Z(phe-Arg)2R110 
10 mM dans tampon acetate 0,1 M pH5,0, 0,1% Triton 
X1 00, 5mM EDTA, 5mM cysteine. Incubation de 1 Ou.1 de 
traction + 200 u.1 de substrat a 37°C pendant 2h30. Lec- 
ture sur BioluminTM de Molecular Dynamics dont le 
photomultiplicateur est r6gl6 a 700V, excitation : 485/10 
nm, amission : 520/10 nm. 
Les rSsultats sont pr6sent6s dans la figure 9. 
Ces r6sultats montrent un point isoelectrique apparent 
compris entre 6 et 9. 

Mlse en evidence du role probable de G4 dans le 
processus de desquamation : 

[0088] La com6odesmosine est une proteine essen- 
tielle du corneodesmosome qui est d6grad6e lors de la 
desquamation {Serre G. et col. J.I.D., 1991, 97(6), 
1061-1072). 

Le test est pratique sur de la corneodesmosine extraite 
de stratum comeum selon la technique developpee par 
Munerot C. (Rapport de DEA., 1 996, University de Mar- 
ne la Vallee). 

Un immunotransfert pratique sur de la corneodesmosi- 
ne apres incubation sur stratum comeum entier en pre- 
sence ou en absence de la protease du pic G4 montre 
une degradation prononc6e de celle-ci. 
La protease du pic G4 presente dans le stratum cor- 
neum degrade la corn6odesmosine. 
[0089] L'ensemble des resurtats des essais pratiques 
permet de conclure que le polypeptide extrait du stratum 
corneum est une protease cysteine d6pendante de type 
cathepsine L ayant un poids mol6culaire apparent de 
28 kD et un point isoelectrique compris entre 6 et 9. 



Revendications 



S. Polypeptide selon I'une quelconque des revendica- 
tions precedentes, caracterise par le fait qu'il est 
isoie a partir de peau humaine. 

s 6. Polypeptide selon I'une quelconque des revendica- 
tions precedentes, caracterise par le fait qu'il est 
isoie a partir d'epiderme humain. 

7. Polypeptide selon I'une quelconque des revendica- 
io tions precedentes, caracterise par le fait qu'il inter- 
view dans la diminution de la cohesion intercorn6- 
ocytaire. 

8. Polypeptide selon I'une quelconque des revendica- 
15 tions precedentes, caracterise par le fait qu'il a un 

poids moleculaire apparent compris entre 25 et 30 
kilodaltons. 

9. Polypeptide selon I'une quelconque des revendica- 
20 tions pr6c6dentes, caracterise par le fait que son 

activite est maximale a un pH compris entre 2 et 9, 
pr6ferentiellement entre 3,5 et 6,5. 

10. Polypeptide constitue en partie par le polypeptide 
25 tel que d6crit dans les revendications 1 a 9. 

11. Fragment du polypeptide tel que d6crit dans les re- 
vendications 1 a 10 obtenus par proteolyse ou de 
maniere synthetique. 

30 

12. Composition cosm6tique ou pharmaceutique com- 
prenant, dans un milieu physiologiquement accep- 
table, au moins un polypeptide ou au moins un frag- 
ment tels que d6crits dans I'une des revendications 

35 ia11. 

13. Composition selon la revendication 12, caracteri- 
see par le fait que le polypeptide ou le fragment est 
en une quantite comprise entre 0,00001% et 50%, 
de preference comprise entre 0,001% et 10% en 
poids par rapport au poids total de la composition. 



1. Polypeptide naturel ou synthetique isoie, apparte- 
nant a la famille des proteases a cysteine de type 
cathepsines L, ayant un poids moleculaire apparent 
compris entre 15 et 32 kilodaltons. 



14. Composition selon I'une quelconque des revendi- 
cations 12 ou 13, caracterisee par le fait qu'eile 
comprend en outre au moins un activateur de pro- 
tease. 



2. Polypeptide selon la revendication 1, caracterise 
par le fait qu'il un point isoelectrique compris entre 
6et 9. 

3. Polypeptide selon I'une quelconque des revendica- 
tions pr6c6dentes, caracterise par le fait qu'il est 
isoie a partir de mammiteres. 

4. Polypeptide selon I'une quelconque des revendica- 
tions precedentes, caracterise par le fait qu'il est 
isoie a partir de peau de mammiteres. 



15. Composition selon la revendication 14, caracterise 
par le fait que I'activateur de protease est choisi par- 

50 mi le glycerol, Puree et ses derives, la transglutami- 
nase, I'EDTA, les agents reducteurs. 

16. Composition selon I'une quelconque des revendi- 
cations 14 ou 15, caract6ris6e par le fait que I'acti- 

ss vateur de protease est en une quantite comprise 
entre 0,00001% et 15% et de preference comprise 
entre 0,001% et 10% en poids par rapport au poids 
total de la composition. 
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17. Precede de traitement cosmetique pour lutter con- 
tre les exces de la cohesion intercomeocytaire ou 
pour favoriser la desquamation, caracterise par le 
fait que Ton applique sur la peau du sujet a traiter 
une composition telle que decrite dans I'une quel- s 
conques des revendications 10 a 16. 

18. Composition pharmaceutique selon I'une quelcon- 
que des revendications 10 a 16, destinee a traiter 

les troubles de la desquamation. 10 

19. Composition pharmaceutique selon la revendica- 
tion 18 destined a traiter I'hyperkeratose. 

20. Composition pharmaceutique selon I'une quelcon- 'S 
que des revendications 1 8 ou 1 9, destinee a traiter 

la xerose, les ichthyoses, le psoriasis, les lesions 
tumorales benignes ou malignes ou les keratoses 
reactionnelles. 

20 

21. Composition pharmaceutique selon I'une quelcon- 
que des revendications 18 ou 19, destinee a traiter 
la leukokeratose du col uterin au cours du prolap- 
sus, les leukokeratoses buccales, ou encore les le- 
sions tumorales benignes keratosiques des mu- ss 
queuses malpighiennes. 

22. Utilisation du polypeptide isole ou de ses fragments 
tels que decrits dans les revendications 1 a 1 1 , pour 
preparer ou purifier toute molecule susceptible de 30 
se Her specifiquement audit polypeptide isole ou 
auxdits fragments de proteolyse isoles ou audit 
peptide synthetique. 

23. Utilisation selon la revendication pr6cedente pour 35 
preparer ou purifier des prolines structurales spe- 
cifiques de corneodesmosomes . 

24. Utilisation du polypeptide isole ou de ses fragments 
tels que decrits dans les revendications 1 a 1 1 , pour 40 
preparer ou purifier des antiserums ou des anti- 
corps monoclonaux specifiques. 



50 
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Figure 4 




Figure 5 
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Figure 7 
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